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= (54) Title: METHOD AND DEVICE FOR DETECTING AND QUANTIFYING BIOMOLECULES 

(54) Bezeichnuog: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUM NACHWEIS UND ZUR QUANTTFIZIERUNG VON BIOMO- 
LEKULEN 

n 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for detecting and quantifying a first biomolecule in a solution (5, 8). comprising 
^ the following steps: a) binding of the first biomolecule (5, 8) to a second biomolecule (3. 7) which at least along segments thereof 
exhibits a specific affinity to a first biomolecule and b) determination of the electrical conductivity of a complex formed fixym the 
itl first (3, 7) and the second biomolecule (5, 8), whereby the second biomolecule (3, 7) forms a bridge between a first 2a and a second 
^ electrode 2K 



^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis und zur (^antifizierung eines in ciner Losung ent- 
haltenen ersteo Biomolekiils (5, 8) mit folgenden Schritren: a) Binden des ersten Biomolekiils (5. 8) an ein zweites Biorootekiil (3, 
^ 7), welches zum ersten Biomolekiil zumindest abschnittsweise eine spezifische Affmitat aufwedst und b) Messen der eld^triscben 
^ Ldtfahigkeit des aus dem ersten (3. 7) und dem zweiten Biomolekil] (5, 8) gebildeten Komplexes, wobd das zweite Biomolekul (3. 
^ 1) eine Briickc zwischen einer ersten 2a und einer zweiten Elektrode 2b bildet. 
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Verfahren und Vorrichtiuig zum Nachweis und zur Queuitif izie- 
riing von Biomolekulen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zum 
5 Nachweis und zur Quantif izierung eines in einer Losung ent- 
haltenen ersten Biomolekuls. 

Nach dem Stand der Technik ist es bekannt, Polynukleotidse- 
quenzen, wie DNA, durch voltammetrische Verfahren nachzuwei- 
10 sen. Dazu wird in der US 5,312,572 vorgeschlagen, redoxaktive 
Molekule der die DNA enthaltenden Losung zuzusetzen. Die re- 
doxaktiven Molekule binden im Falle der Hybridisierung der 
DNA an das gebildete doppelstrangige DNA-Molekul. Das redox- 
aktive Molekul bewirkt ein mefibares Redoxsignal. 

15 

Ein ahnliches Verfahren ist aus der US 5,871,918 bekannt. Aus 
der US 5,874,046 ist ein Sensorsystem bekannt, bei dem an ei- 
ner Elektrode eine dotierte Oligonukliotidsequenz gebunden 
ist. Es wird die im Falle der Hybridisierung der Oligonuklio- 
20 tidsequenz auftretende erhohte Leitf ahigkeit z.B. mittels zy- 
klischer Voltammetrie indirekt gemessen. Das Bereitstellen 
dotierter Oligonukleotide ist aufwendig. Die indirekte Mes- 
sung der Leitf ahigkeit mittels zyklischer Voltammetrie weist 
eine geringe Sensitivitat auf . 

25 

Aus der WO 96/01836 ist ein sogenannter Chip zum Nachweis von 
Polynukleotidsequenzen bekannt. Der Chip ist aus einem z.B. 
Silizium hergestellten Siibstrat gebildet. Auf dem Chip sind 
eine Vielzahl miniaturisierter Reaktionsf elder vorgesehen. In 
30 jedem der Reaktionsf elder ist eine besondere Polynukleotidse- 
quenz gebunden. Beim Eintauchen des Chips in eine die nachzu- 
weisende Polynukleotidsequenz enthaltende Losung kommt es zur 
Hybridisierung mit einer der besonderen Polynukleotidsequen- 
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zen. Die Hybridisierung wird mittels Fluoreszenz nachgewie- 
sen. 

Auch die WO 95/12808 betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
5 Polynukleotidsequenzen mittels Chip. Dabei wird uber den Chip 
nach Art einer Elektrode eine Spannung angelegt . Geladene in 
der Losung befindliche Polynukleotidsequenzen werden dadurch 
an der Oberflache des Chips bzw. den dort vorgesehenen tninia- 
turisierten Reaktionsf eldern angereichert . 

10 

Aus der US 5,591,578 ist eine voltatnmetrische Detektionsme- 
thode zur Identif ikation von einzelstrangigen Target- 
Nukleinsauresequenzen bekannt. Dabei wird eine zur Target- 
Nukleinsauresequenz komplementare Nukleinsauresequenz kova- 
15 lent an die Elektrode gebunden. An dieser Nukleinsauresequenz 
sind kovalent redoxaktive Ubergangsmetallkomplexe gebunden. 
Ira Falle der Hybridisierung ist ein erhohtes Redoxsignal meB- 
bar . 

20 Die US 5,783,063 offenbart ein Verfahren zur Abschatzung von 
Parametern zur Charakterisierung von Nukleinsaure-Proben. 

Die DE 198 08 884 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von 
chemischen Substanzen unter Vesrwendung von zwei in Wechsel- 
25 wirkung stehenden fluorophoren Gruppen, welche an ein Molekul 
gebunden sind. Bei spezifischer Anlagerung wird eine Wechsel- 
wirkung zwischen den fluorophoren Gruppen geandert. 

In der DE 198 11 732 ist eine Mikrot i terplatte beschrieben. 
30 Diese ist mit kovalent gebundenen Oligonukleotiden beschich- 
tet . Die Mikrotiterplatte kann zum Nachweis mittels PGR her- 
gestellter Produkte verwendet werden. 
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Die WO 99/47700 bezieht sich auf ein Verfahren zum Nachweis 
von einer Nukleotidsequenz mittels Fluoreszenz, Dabei wird 
ein Molekul mit einer fluorophoren Gruppe an einer festen 
Phase gebunden. Bei Vorliegen der Targetsequenz wird eine 
5 zweite fluorophore Gruppe derart angebunden, daS ein strah- 
lungsloser oder direkter Energieubertrag zwischen den fluoro- 
phoren Gruppen stattfinden kann. 

Aus der WO 99/47701 ist ein Verfahren zum Nachweis einer Nu- 
10 kleotidsequenz mittels PGR bekannt . Bei der Durchfuhrung der 
PGR werden drei Primer verwendet, wobei der dritte Primer an 
einer festen Phase gebunden ist. Er dient der Anreicherung 
des Reaktionsprodukts und der Verkurzung der Reaktionszeit . 

15 Aus Kelly, S.O., Ang. Chem. Int. Ed 38 (7), 941 (1999), 
"Long-Range Elektron Transfer through DNA Films" ist es be- 
kannt, daS in doppelstrangiger DNA ein Elektronentransf er mit 
einer langen Reichweite stattfinden kann. 

20 Die nach dem Stand der Technik bekannten Verfahren zum Nach- 
weis von DNA sind aufwendig. Sie erfordern z.B. den Zusatz 
redoxaktiver Molekiile . Eine exakte Quant ifizierung der nach- 
zuweisenden DNA bzw. Biomolekule ist mit den bekannten Ver- 
fahren nicht moglich. Die zum Nachweis eingesetzte optische 

25 Detektion erfordert ferner einen hohen apparativen Auf wand. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere ein mog- 
lichst sensitives Verfahren sowie eine Vorrichtung fur den 
3 0 gleichzeitigen Nachweis und die Quantif izierung geringer Men- 
gen von in einer Losung befindlichen Biomolekulen angegeben 
werden. 
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Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 21 
gelost. Zweckmafiige Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 20 und 22 bis 36. 



5 Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis 
und/oder zur Quant if izie rung eines in einer Losung enthalte- 
nen ersten Biomolekuls vorgesehen, mit folgenden Schritten: 

a) Binden des ersten Biomolekuls an ein zweites Biomolekul, 
10 welches zum ersten Biomolekul zumindest abschnittsweise 

eine spezifische Affinitat aufweist und 



b) Messen der elektrischen Leitf ahigkeit des aus dem ersten 
und dem zweiten Biomolekul gebildeten Komplexes, wobei 
15 das zweite Biomolekul eine Brucke zwischen einer ersten 

und einer zweiten Elektrode bildet. 

Das vorgeschlagene Verfahren ist besonders sensitiv. Im Falle 
der Bildung eines z.B. aus erstem und zweitem Biomolekul ge- 
20 bildeten doppelstrangigen Komplexes ist es moglich, durch die 
zwischen der ersten und zweiten Elektrode gebildete Brucke 
eine Anderung der elektrischen Eigenschaf ten zu erfassen. Es 
sind also einzelne Biomolekule in der Losung detektierbar , 
Das ermoglicht auch die Quant if izierung kleinster Mengen. 

25 

Unter dem Begriff Biomolekul werden Molekule verstanden, wel- 
che zumindest abschnittsweise ein spezifische Affinitat zu- 
einander aufweisen und bei Bildung einer gegenseitigen Bin- 
dung entlang des gebundenen Abschnitts veranderte elektrische 
30 Eigenschaf ten zeigen. Unter einem "Biomolekul" wird insbeson- 
dere ein aus Nukleinsauren gebildetes Molekul verstanden. Ein 
solches Molekul weist zumindest zwei kovalent gebundene Nu- 
kleotide auf . Die Nukleinsaure enthalt ublicherweise Phospho- 
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diesther-Bindungen. Sie kann aber auch zum Beispiel Phospho- 
ramid-, Phosphorthionat- , Phosphordithionat- , 0-Methylphos- 
phoroamideit-Bindungen oder Petitnukleinsaure-Bindungen auf - 
weisen. Die Nukleinsauren konnen einzel- oder doppelstrangig 
5 sein. Es kann sich um DNA, RNA oder ein Hybrid handeln, bei 
dem die Nukleinsaure eine Kotnbination von Desoxiribo- und Ri- 
bonukleinsauren enthalt. Auch Proteine, PNA und dgl . werden 
unter der Begriff "Biomolekul" verstanden. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung weisen zwei Molekule dann 
zueinander eine "spezif ische" Affinitat auf, wenn sie auf- 
grund attraktiver Wechselwirkungen, z.B. Wasserstof fbrucken- 
bindungen, van-der-Waals - Kraft e ionischer oder kovalenter 
Bindung, eine Bindung eingehen konnen oder zumindest eine 
Tendenz besitzen, sich uber schwache Wechselwirkungen, wie 
z.B. Wasserstof fbruckenbindungen oder dgl., gegenseitig zu 
binden. Eine solche spezif ische Affinitat besitzen z.B. Mole- 
kule wie Antigen/Antikorper, Streptavidin/Biotin, Li- 
gand/Rezeptor und komplementare Nukleinsauresequenzen. 

Unter dem Begriff "Komplex" wird eine Assoziation aus minde- 
stens zwei Biomolekulen verstanden, welche in Folge ihrer Af- 
finitat zueinander ein Konstrukt bilden. 

25 Nach einer Ausgestaltung wird das zweite Biomolekul vor dem 
Schritt lit. a zumindest mit einem Ende an eine der Elektro- 
den gebunden. Die Bindung des mindestens einen Endes des 
zweiten Biomolekuls an die eine Elektrode kann uber eine di- 
rekte Bindung ein Spacer- und/oder ein Linker-Molekul vermit- 

30 telt werden, Nach einer weiteren Ausgestaltung wird das zwei- 
te Biomolekul vor oder nach dem Schritt lit. a mit dem ande- 
ren Ende an die zweite Elektrode gebunden. Im letzteren Fall 
kann das Binden des anderen Endes durch Anlegen eines Poten- 



15 
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tials unterstutzt werden. An das freie Ende des zweiten Bio- 
molekuls kann ein im geeigneten Potentialbereich geladenes 
Molekul, im folgenden Ladungstrager genannt, gebunden sein. 
Das ermoglicht es insbesondere bei ungeladenen zweiten Biomo- 
5 lekulen, eine Brucke durch elektrostatische Kraft e zu bilden. 
Selbstverstandlich konnen auch geladene zweite Biomolekule 
mit einem Ladungstrager versehen sein. Bei dem Ladungstrager 
kann es sich z,B. um einen Metallcluster, ein organisches Mo- 
lekul Oder einen Komplexbildner handeln. 

10 

Es ist vorteilhaft, wenn der Schritt lit. a zwischen dem Bin- 
den des ersten Endes des zweiten Biomolekuls an die erste 
Elektrode und dem Binden des zweiten Endes des zweiten Biomo- 
lekuls an die zweite Elektrode erfolgt. Beim Schritt lit. a 

15 kann die Bindung des ersten Biomolekuls an das zweite Biomo- 
lekul durch ein elektrisches Feld beschleunigt werden. Das 
elektrische Feld kann z.B. durch Anlegen eines Potentials an 
die Elektroden erzeugt werden. Vorteilhaf terweise laSt sich 
durch das vorgeschlagene Verfahren die Strigenz auch durch 

20 Potentialanderungen variieren. 

Die Wahl der jeweiligen Ausgestaltungsvarianten richtet sich 
nach der Art des ersten Biomolekuls. Dabei spielen die raum- 
liche Ausdehnung des ersten Biomolekuls sowie dessen Ladling 
25 eine besondere Rolle. 

Die erste und die zweite Elektrode sind zweckmaSigerweise auf 
einem elektrisch isolierenden Substrat auf gebracht . Nach ei- 
ner weiteren Verf ahrensvariante kann das Substrat vor dem 
30 Schritt lit. b gespult und/oder getrocknet und/oder evakuiert 
werden. 
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Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal wird die elektri- 
sche Leitf ahigkeit des zwischen der ersten und der zweiten 
Elektrode gebundenen Komplexes gemessen. Anstatt der Leitf a- 
higkeit kann auch die Kapazitat und/oder die Impedanz des 
5 zwischen der ersten und der zweiten Elektrode gebundenen Kom- 
plexes gemessen werden. Die Messung der vorgenannten elektri- 
schen GroSen ermoglicht den Nachweis und/oder die Quantifi- 
zierung eines Biomolekuls, welches zumindest abschnittsweise 
eine Affinitat zum zweiten Biomolekul aufweist. 

10 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, daS der Abstand zwi- 
schen der ersten und der zweiten Elektrode 3 nm bis 1 ^m, 
vorzugsweise 50nm, ist. 

15 Das erste Biomolekul kann eine zum zweiten Biomolekul komple- 
mentare einzelstrangige DNA oder RNA sein. Femer kann das 
zweite Biomolekul auch abschnittsweise doppelstrangig ausge- 
bildet sein, wobei der/die doppelstrangige/n Abschnitt/e vor- 
zugsweise aus DNA und/oder RNA gebildet ist/sind, 

20 

In das zweite Biomolekul kann aber auch ein einzelstrangiger 
Abschnitt eingeschaltet sein; der einzelstrangige Abschnitt 
kann aus DNA, RNA oder PNA gebildet sein. Ferner kann in das 
zweite Biomolekul ein Protein oder ein Peptid eingeschaltet 
25 sein. Das ermoglicht beispielsweise den Nachweis von Antikor- 
pem, sofern diese als erstes Biomolekul in der Losung ent- 
halten sind. 

Die Sensitivitat des Nachweises erster Biomolekule laSt sich 
30 durch die jeweiligen Stringenzbedingungen einstellen. Die 
Stringenzbedingungen konnen beispielsweise durch eine Ande- 
rung der an den Elektroden angelegten Spannung geandert und 
an die jeweiligen Verhaltnisse angepaSt werden. 
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Um eine Mehrf achdurchf uhrung des Verfahrens zu gewahrleisten, 
kann zum Entfernen des ersten Biomolekuls vom zweiten Biomo- 
lekul nach dem Schritt lit. b eine Kraft auf das erste Biomo- 
lekul mittels einer angelegten Spannung ausgeubt werden. Fer- 
5 ner kann das Substrat nach dem Schritt lit. b gespult 
und/oder geheizt werden. Durch das Heizen kann eine thermi- 
sche Denaturierung der ersten Biomolekule erreicht werden. 
Bestimmte erste Biomolekule binden vorzugsweise bei einer be- 
st immt en vorgegebenen Temperatur. Durch Heizen bzw. Einstel- 
10 len der Temperatur kann die Spezifitat des Verfahrens weiter 
erhoht werden. Die Spezifitat kann auch durch eine Variation 
des pH-Werts der Losung erhoht oder durch eine bestimmte 
Salzkonzentration eingestellt werden. 

15 Zur Verbesserung der Leitf ahigkeit des aus dem ersten und dem 
zweiten Biomolekul gebildeten Komplexes konnen der Losung In- 
terkalatoren zugesetzt sein. Dabei handelt es sich um Moleku- 
le, welche sich an bzw. in doppelstrangige Molekule an- bzw. 
einlagern und Hoppingzentren bilden oder uber andere Mecha- 

20 nismen eine erhohte Leitf ahigkeit zur Folge haben. 

Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist eine Vorrichtung zum 
Nachweis und/oder zur Quantif izierung eines in einer Losung 
enthaltenen ersten Biomolekuls vorgesehen, wobei 

25 

aa) eine erste und eine zweite Elektrode auf einem elektrisch 
isolierenden Substrat aufgebracht sind, 

bb) zumindest an der ersten Elektrode mit seinem einen Ende 
30 ein zweites Biomolekul gebunden ist, welches zum ersten Bio- 
molekiil zumindest abschnittsweise eine spezifische Affinitat 
auf we ist und wobei 
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cc) der Abstand zwischen der ersten und der zweiten Elektrode 
so gewahlt ist, daS durch Binden des anderen Endes des zwei- 
ten Biomolekuls eine Brucke zwischen der ersten und der zwei- 
ten Elektrode herstellbar ist. 

Die erf indungsgemaJSe Vorrichtung ermoglicht einen besonders 
sensitiven Nachweis sowie eine Quantif izierung von in der L6- 
sung vorliegenden ersten Biomolekulen, 

Die Elektroden konnen aus elektrisch leitfahigen Materialien 
wie z.B, Gold, einem leitfahigen Kunststoff oder Graphit be- 
stehen. Des weiteren konnen die Elektroden auch in Form von 
Mikroelektroden, z.B, Nanotubes, ausgebildet sein. 

Nach einer Ausgestaltung ist/sind die Elektrode/n mit im Be- 
reich der gewahlten Spannungen redoxinaktiven Molekulen be- 
schichtet. Eine solche Beschichtung tragt zur Unterdruckung 
von verunreinigungsbedingten Leitf ahigkeitsphanomenen bei. 

Hinsichtlich weiterer vorteilhaf ter Ausgestaltiingen der Vor- 
richtung wird auf die vorangegangene Beschreibung verwiesen. 

Nach einer weiteren vorrichtungsseit igen Ausgestaltung sind 
eine Vielzahl erster und zweiter Elektroden auf dem Substrat 
angebracht. Vorteilhaf terweise sind die an die ersten Elek- 
troden gebundenen zweiten Biomolekule voneinander verschie- 
den, so da6 ein gleichzeitiger Nachweis und/oder eine Quanti- 
f izierung einer Vielzahl erster Biomolekule moglich ist. Der 
erf indungsgemafie Chip hat den Vorteil, daS damit auf einfache 
Weise ein Nachweis und/oder eine Quantif izierung in einer L6- 
sung enthaltener erster Biomolekule moglich ist. Die Quantit- 
f izierung kann digital erfolgen. Dabei kann man sich vorteil- 
haf terweise den Umstand zu Nutze machen, daS jede Brucke ein 
besonderes Signal liefert. Es kann insbesondere auf die einen 
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hohen apparativen Aufwand erfordernden optischen Detektions- 
einrichtungen verzichtet werden. 



Nachfolgend werden anhand der Zeichnung Ausfuhrungsbeispiele 
5 der Erfindung naher erlautert . Hierin zeigen: 



Fig. 1 ein erstes Ausfuhrungsbeispiel einer erfin- 

dungsgemafien Vorrichtung, 

10 Fig. 2 ein zweites Ausfuhrungsbeispiel einer erfin- 

dungsgemalSen Vorrichtung, 

Fig. 3 ein drittes Ausfuhrungsbeispiel einer erfin- 

dungsgetnaSen Vorrichtung, 

15 

Fig. 4 schematisch eine erste Verf ahrensvariante. 

Fig. 5 schematisch eine zweite Verf ahrensvariante, 

20 Fig. 6 schematisch eine dritte Verf ahrensvariante, 



Fig. 7a - c schematisch die Teilschritte einer vierten 
Verf ahrensvariante und 



25 Fig. 8a - d schematisch die Teilschritte und das MeSergeb- 

nis einer funften Verf ahrensvariante . 



In den Fig. 1 bis 3 ist mit 1 ein z.B. aus Silizium, Silizium 
mit Oxidschicht, Quarzkristall , Glas Oder Glimmer hergestell- 
30 tes im wesentlichen elektrisch isolierendes Substrat bezeich- 
net. Auf dem Substrat 1 aufgebracht sind eine erste 2a und 
eine zweite Elektrode 2b. In den Fig. 1 und 2 sind die elek- 
trischen Verbindungen der Elektroden 2a, 2b mit einer (hier 
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nicht dargestellten) MelSeinrichtung aus Grunden der Klarheit 
nicht gesondert dargestellt. Eine einzelstrangige DNA 3 ist 
mit ihrem einen Ende El an die erste Elektrode 2a und mit ih- 
rem anderen Ende E2 an die zweite Elektrode 2b gebunden. Sie 
5 bildet also eine bruckenartige Verbindung zwischen den beiden 
Elektroden 2a und 2b. 

Es ist auch moglich, daS z.B. nur das eine Ende El an die er- 
sten Elektrode 2a gebunden ist, wahrend das zweite Ende E2 
10 zunachst frei beweglich ist. An das zweite Ende E2 ist in 
diesem Fall zweckmaSigerweise ein Dentrimer gebunden. Das 
zweite Ende E2 kann durch Anlegen eines geeigneten Potentials 
an die zweite Elektrode 2b angezogen und mittels des Goldclu- 
sters gebunden werden. 

15 

In Fig. 3 ist ein erf indungsgemaSer Chip gezeigt. Dabei liegt 
eine Vielzahl diskreter erster Elektroden 2a einer gemeinsa- 
men zweiten Elektrode bei 2b gegenuber. Jede der ersten Elek- 
troden 2a ist mit einer separaten Zuleitung 4 versehen. Der 
20 Chip ist nach herkommlicher lithographischer Technik herge- 
stellt. Die die erste 2a und die zweite Elektrode 2b verbin- 
denden Biomolekule sind hier aus Grunden der Ubersichtlich- 
keit nicht dargestellt. 

25 In der Fig. 4 ist schematisch eine erste Variante zum Nach- 
weis eines einzelstrangigen ersten DNA-Molekuls 5 gezeigt. An 
die erste Elektrode 2a ist uber ein mit S bezeichneces 
Spacer-Molekul das zweite einzelstrangige DNA-Molekul 3 ge- 
bunden. Am anderen Ende E2 des zweiten DNA-Molekuls 3 ist ein 

30 Goldcluster 6 vorgesehen. Durch Anlegen eines Potentials ist 
hier zunachst eine bruckenartige Verbindung mittels des zwei- 
ten DNA-Molekuls 3 zwischen der ersten 2a und der zweiten 
Elektrode 2b hergestellt worden. Der Goldcluster 6 beschleu- 
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nigt die Bindung des anderen Endes E2 mit der zweiten Elek- 
trode 2b, Das in der Losung befindliche erste DNA-Molekul 5 
ist zum zweiten DNA-Molekul 3 komplementar . Sobald die ge- 
zeigte Vorrichtung mit der Losung in Kontakt gebracht wird, 
5 kommt es zu einer Hybridisierung des zweiten DNA-Molekuls 3 
mit dem dazu komplementarem ersten DNA-Molekul 5. Das gebil- 
dete doppelstrangige DNA-Molekul weist eine signifikant hohe- 
re elektrische Leitf ahigkeit auf, als das die erste 2a und 
die zweite Elektrode 2b verbindende einzelstrangige zweite 
10 DNA-Molekul. Diese besondere erhohte elektrische Leitf ahig- 
keit tritt insbesondere nur dann auf, wenn eine weitgehend 
vollstandige Hybridisierung vorliegt. Mittels des beschriebe- 
nen Verfahrens kann mit einer hohen Sensitivitat das Vorlie- 
gen erster DNA-Molekule 5 in der Losung detektiert werden. 

15 

Die in Fig. 5 gezeigte zweite Verf ahrensvariante eignet sich 
insbesondere zum Nachweis von Antikorpern 8. Die Verbindung 
zwischen der ersten 2a und der zweiten Elektrode 2b ist hier 
durch ein abschnittsweise doppelstrangiges Biomolekul 7 aus- 

20 gebildet, dessen Enden El und E2 jeweils mittels eines 
Spacer-Molekuls S an die erste 2a bzw. die zweite Elektrode 
2b gebunden sind. In das erste Biomolekul 7 ist eine einzel- 
strangige Peptidsequenz 7a eingeschaltet , Bei Vorliegen eines 
dazu korrespondierenden Antikorpers in der Losung bindet die- 

25 ser an die einzelstrangige Peptidsequenz 7a. Die Leitf ahig- 
keit des gebildeten Konstrukts ist erhoht . Damit gelingt auf 
einfache Weise ein Nachweis von in der Losung befindlichen 
Antikorpern 8 . 

30 Bei der in Fig. 6 gezeigten dritten Verf ahrensvariante ist in 
einem Strang des Biomolekuls 7 eine Haarnadelschleif e 9 aus- 
gebildet. Im Bereich der Haarnadelschleif e 9 ist der gegen- 
uberliegende Strang unterbrochen, Bei der Bindung des Anti- 
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korpers 8 an den dazu korrespondierenden einzelstrangigen 
Peptidabschnitt 7a kommt es zu einer Konf ortnationsandening . 
Das gebildete Konstrukt zieht sich zusammen. Die Haarnadel- 
schleife 9 wird gestreckt . Die die Unterbrechung begrenzenden 
5 Enden des gegenuberliegenden Strangs entfernen sich voneinan- 
der. Eine zuvor beobachtbare Leitf ahigkeit nimmt bei der Bin- 
dung des Antikorpers 8 an den einzelstrangigen Peptidab- 
schnitt 7a ab. Damit ist ein einfacher Nachweis von in der 
Losung befindlichen Antikorpern 8 moglich. 

10 

In Fig. 7a bis 7c ist eine vierte Verf ahrensvariante gezeigt. 
Eine zu einem ersten Biomolekul, z.B. einem ersten DNA- 
Molekul 5, komplementares zweites Biomolekul, z.B. ein zwei- 
tes DNA-Molekul 3 , ist uber einen Linkers L an die erste 

15 Elektrode 2a gebunden. Am anderen Ende des zweiten DNA- 
Molekuls 3 ist ein geladenes Molekul 10 gebunden. Beim Inkon- 
takbringen mit einer das erste DNA-Molekul 5 enthaltenden Lo- 
sung hybridisiert das erste DNA-Molekul 5 mit dem zweiten 
DNA-Molekul 3. Danach wird gespult. Anschliefiend wird eine 

20 Spannung zwischen der ersten 2a und der zweiten Elektrode 2b 
angelegt . Auf das geladene Molekul 10 wird eine Kraft ausge- 
ubt . Das geladene Molekul 10 wird an die zweite Elektrode 2b 
angezogen (siehe Fig. 7c). Es bildet sich eine Brucke. Uber 
die gebildete Brucke kann die Leitf ahigkeit des doppelstran- 

25 gigen Komplexes unmittelbar mittels einer einfachen Strom- 
Spannungsmessungen ermittelt werden. Die Messung kann auch 
bei Abwesenheit der Losung, d.h. im trockenen Zustand erfol- 
gen. 

30 Die Fig. 8a bis 8c zeigen eine funfte Verf ahrensvariante ; 
Fig. 8d zeigt schematisch ein dabei beobachtetes MeSergebnis. 
In den Fig. 8a bis 8c ist ein Abschnitt eines Arrays gezeigt, 
welches mehrere erste 2a und zweite Elektroden 2b enthalt. An 
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die ersten Elektroden 2a sind unterschiedliche zweite Biomo- 
lekiile, z.B. zweite DNA-Molekule 3, 3'und 3'^, mittels eines 
Linkers gebunden. Beim Inkontaktbringen eines solchen Elek- 
troden-Arrays tnit einer unterschiedliche erste Biomolekule, 
5 z.B. erste DNA-Molekule 5, S"" und 5"^ enthaltenden Losung 
kotnmt es je nach der Affinitat der ersten DNA-Molekule 5, 5^ 
und 5"' zu den zweiten DNA-Molekulen 3, 3" und 3" zu einer 
Hybridisierung. Im vorliegenden Beispiel hybridisiert das er- 
ste DNA-Molekul 5 mit dem zweiten DNA-Molekul 3 und das erste 

10 DNA-Molekul 5'^ mit dem zweiten DNA-Molekul 3". Das zweite 
DNA-Molekul 3' ist nicht komplementar zum der Losung enthal- 
tenen ersten DNA-Molekul S"". Nach dem Spulen des Elektroden- 
Arrays wird zwischen der ersten 2a und der zweiten Elektrode 
2b eine Spannung angelegt, so daS durch die Biomolekule eine 

15 Brucke zwischen den beiden Elektroden 2a, 2b gebildet wird. 
Es wird nun die Leitf ahigkeit zwischen jedem Elektrodenpaar 
2a, 2b gemessen. Das dabei erzielte MeEergebnis ist schema- 
tisch in Fig. 8d wiedergegeben. Die hochste Leitf ahigkeit 
zeigt das Elektrodenpaar, welches zwei Briicken mit hybridi- 

20 sierten DNA-Molekulen 3, 5 auf weist . Die Leitf ahigkeit bei 
der Bildung lediglich einer Brucke ist etwa halb so groS. Sie 
ist bei dem aus dem DNA-Molekulen 3'' und 5^" beobachtbar. 
Die allein durch das zweite DNA-Molekul 3' gebildete Brucke 
fuhrt dagegen kaum zu einer unmittelbaren Leitf ahigkeit zwi- 

25 schen den Elektroden 2a, 2b. 

Mit dem vorgeschlagenen Verfahren konnen hoch sensitiv in ei- 
ner Losung enthaltene erste Biomolekule detektiert werden. 
Die Sensitivitat kann insbesondere auch durch die Belegungs- 
30 dichte der ersten Elektrode 2a erhoht werden. 
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Bezugszeichenliste 



1 Substrat 

2a, 2b erste, zweite Elektrode 

5 3, 3",3"" zweite DNA-Molekule 

4 Zuleitung 

5, 5^, 5"^ erste DNA-Molekule 

6 Goldcluster 

7 Biomolekul 

10 7a einzelstrangiger Peptidabschnitt 

8 Antikorper 

9 Haarnadelschleif e 

10 geladenes Molekul 

15 El Ende 

E2 zweites Ende 

5 Spacer 
L Linker 



wo 01/44501 



PCT/DEOO/04438 



16 

Patent anspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis und/oder zur Quantif izierung ei- 
nes in einer Losung enthaltenen ersten Biomolekuls (5, 8), 

5 mit folgenden Schritten: 

a) Binden des ersten Biomolekuls (5, 8) an ein zweites Bio- 
molekul (3, 7), welches zum ersten Biomolekul (5, 8) zumin- 
dest abschnittsweise eine spezifische Affinitat aufweist und 

10 

b) Messen der elektrischen Leitf ahigkeit des aus dem ersten 
(3, 7) und dem zweiten Biomolekul (5, 8) gebildeten Komple- 
xes, wobei das zweite Biomolekul (3, 7) eine Brucke zwischen 
einer ersten (2a) und einer zweiten Elektrode (2b) bildet. 

15 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das zweite Biomolekul 
(5, 8) vor dem Schritt lit, a zumindest mit einem Ende (El) 
an eine der Elektroden (2a, 2b) gebunden wird. 

20 3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Bindung mindestens eines Endes (El) des zweiten Biomole- 
kuls (5, 8) an die eine Elektrode (2a, 2b) uber einen Spacer- 
(S) und/oder ein Linker-Molekul vermittelt wird. 

25 4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das zweite Biomolekul (5, 8) vor oder nach dem Schritt lit. a 
mit dem anderen Ende (E2) an die zweite Elektrode (2b) gebun- 
den wird. 

30 5. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Binden des anderen 
Endes (E2) durch Anlegen eines Potentials unterstutzt wird. 
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6. Verfahren nach eiiiem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
an das andere Ende (E2) des zweiten Biomolekuls (3, 7) ein 
Ladungstrager (6) gebunden ist. 

5 7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Ladungstrager (6) 
ein Metallcluster, ein organisches Molekiil oder ein Komplex- 
bildner ist, der die Bindung des anderen Endes {E2) an die 
zweite Elektrode (2b) uber den Ladungstrager (6) vermittelt 
wird. 

10 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Schritt lit. a zwischen den Binden des einen Endes (El) 
des zweiten Biomolekuls (3, 7) an die erste Elektrode (2a) 
und dem Binden des anderen Endes (E2) des zweiten Biomolekuls 

15 (3, 7) an die zweite Elektrode (2b) erfolgt, 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (2a) und die zweite Elektrode (2b) auf einem elek- 
trisch isolierenden Substrat (1) aufgebracht sind. 

20 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Substrat (1) vor dem Schritt lit. b gespult und/oder ge- 
troc3cnet und/oder evakuiert wird. 

25 11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die elektrische Leitf ahigkeit des zwischen der ersten (2a) 
und der zweiten Elektrode (2b) gebundenen Komplexes gemessen 
wird. 

30 12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
anstatt der Leitf ahigkeit die Kapazitat des zwischen der er- 
sten (2a) und der zweiten Elektrode (2b) gebundenen Komplexes 
gemessen wird. 
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13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
anstatt der Leitf ahigkeit die Impedanz des zwischen der er- 
sten (2a) und der zweiten Elektrode (2b) gebundenen Kon- 
strukts gemessen wird. 

5 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Abstand zwischen der ersten (2a) und der zweiten Elektro- 
de (2b) 3 nm bis 1 |xm, vorzugsweise 50 nm, ist, 

10 15, Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das erste Biomolekul (3, 7) eine zum zweiten Biomolekul (5, 
8) komplementare einzelstrangige DNA Oder RNA ist. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
15 das zweite Biomolekul (5, 8) abschnittsweise doppelstrangig 

ausgebildet ist, wobei der/die doppelstrangige/n Abschnitt/e 
vorzugsweise aus DNA und/oder RNA gebildet ist/sind, 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
20 in das zweite Biomolekul (5, 8) ein einzelstrangiger Tlb- 

schnitt eingeschaltet ist. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der einzelstrangige Abschnitt aus DNA, RNA oder PNA gebildet 

25 ist. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
in das zweite Biomolekul (5, 8) mit einem Protein oder einem 
Peptid assoziiert ist. 

30 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zum Entfernen des ersten Biomolekuls (5, 8) vom zweiten Bio- 
molekul (3, 7) nach dem Schritt lit. b eine Kraft auf das er- 
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ste Biomolekul (5, 8) mittels einer angelegten Spannung aus- 
geubt wird. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 zum Entfemen des ersten Biomolekuls (5, 8) vom zweiten Bio- 
molekul (3, 7) das Substrat (1) nach dem Schritt lit, b ge- 
spult wird. 

22. Vorrichtung zum Nachweis und/oder zur Quantif iziening 
10 eines in einer Losung enthaltenen ersten Biomolekuls (5, 8), 

wobei 

aa) eine erste (2a) und eine zweite Elektrode (2b) auf einem 
elektrisch isolierenden Substrat (1) aufgebracht sind, 

15 

bb) zumindest an der ersten Elektrode (2a) mit seinem einen 
Ende (El) ein zweites Biomolekul (3, 7) gebunden ist, welches 
zum ersten Biomolekul (5, 8) zumindest abschnittsweise eine 
spezifische Affinitat aufweist, und wobei 

20 

cc) der Abstand zwischen der ersten {2a) und der zweiten 
Elektrode (2b) so gewahlt ist, daS durch Binden des anderen 
Endes (E2) des zweiten Biomolekuls (3, 7) eine Brucke zwi- 
schen der ersten (2a) und der zweiten Elektrode (2b) her- 
25 stellbar ist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, wobei der Abstand zwischen 
der ersten (2a) und der zweiten Elektrode (2b) 3 nm bis 1 |im, 
vorzugsweise 50 nm, ist. 

30 

24. Vorrichtung nach Anspruch 22 oder 23, wobei zumindest das 
eine Ende (El) des zweiten Biomolekuls (5, 8) an die eine 
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Elektrode (2a, 2b) uber eine direkte Kopplung, einen Spacer- 
(S) und/oder ein Linker-Molekul (L) gebunden ist. 



25- Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 24, wobei an 
5 das andere Ende (E2) des zweiten Biomolekuls (3, 7) ein La- 
dungs trager (6) gebxinden ist. 

26. Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 25, wobei 
der Ladungstrager (6) ein Metallcluster , ein organisches Mo- 

10 lekul Oder ein Komplexbildner ist und die Bindung des anderen 
Endes (E2) an die zweite Elektrode (2b) uber den Ladungstra- 
ger (6) visrmittelbar ist. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 26, wobei 
15 das Substrat (1) aus Keramik, aus Siliziumfverbindungen, vor- 

zugsweise Silizium mit Oxidschicht, aus Glimmer oder aus ei- 
ner elektrisch isolierenden Polymermatrix hergestellt ist. 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 27, wobei 
20 eine mit der ersten (2a) und der zweiten Elektrode (2b) ver- 

bundene Einricht\ing zum Messen der elektrischen Leitf ahigkeit 
des aus dem ersten (3, 7) und dem zweiten Biomolekul (5, 8) 
gebildeten Konstrukts vorgesehen ist . 

25 29. Vorrichtung nach Anspruch 28, wobei mittels der Einrich- 
txing anstatt der Leitf ahigkeit die Kapazitat des aus dem er- 
sten (5, 8) und dem zweiten Biomolekul (3, 7) gebildeten Kon- 
strukts meSbar ist. 



30 30. Vorrichtung nach Anspruch 28, wobei mittels der Einrich- 
tung anstatt der Leitf ahigkeit die Impedanz des aus dem er- 
sten (5, 8) und dem zweiten Biomolekul (3, 7) gebildeten Kon- 
strukts meSbar ist . 
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31. Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 30, wobei 
das erste Biomolekul (5, 8) eine zum zweiten Biomolekul (3, 
7) komplementare einzelstrangige DNA oder RNA ist. 

5 32. VorrichtLing nach Anspruch 31, wobei das zweite Biomole- 
kul (3, 7) abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet ist, 
wobei die doppelstrangigen Abschnitte vorzugsweise aus DNA 
und/oder RNA gebildet ist/sind. 

10 33. Vorrichtung nach Anspruch 32, wobei in das zweite Biomo- 
lekul (3, 7) ein einzelstrangiger Abschnitt eingeschaltet 
ist. 

34. Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 33, wobei 
15 der einzelstrangige Abschnitt aus DNA, RNA oder PNA gebildet 
ist . 

35- Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 34, wobei in 
das zweite Biomolekul (3, 7) ein Protein oder ein Peptid ein- 
20 geschaltet ist. 

36. Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 35, wobei 
eine Vielzahl erster (2a) und zweiter Elektroden (2b) auf dem 
Substrat (1) angebracht sind, 

25 

37. Vorrichtung nach einem der Anspruche 22 bis 36, wobei 
die an die ersten Elektroden (2a) gebundenen zweiten Biomole- 
kule (3, 7) voneinander verschieden sind, so daS ein gleich- 
zeitiger Nachweis und/oder Quantif izierung einer Vielzahl er- 

30 ster Biomolekule (5, 8) moglich ist. 
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